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همکاران؛ گوارا،2007( و در صورت عدم تشخیص سریع 
ومناسب عوارض شدیدی دربیمار ایجاد میکند)اکبرزاد ه 
عنوان  به  آن  های  گونه  از  برخی  همکاران،2015(.  و 
فرانس،  شوند)د یوید  می  مطرح  بیوتروریسم  عوامل 
1997(. بروسلا ازراه برید گی و خراش های ایجاد شد ه 
تماس  آلود ه،  غذایی  مواد  مصرف  و  پوست  سطح  د ر 
مستقیم با حیوان آلود ه و استنشاق ذرات آلود ه وارد بد ن 
میزبان پستاند ار خود می شود)ممیش و همکاران ،2000; 
یانگ،1995(. بروسلوزیس یکی از مهمترین بیماری های 
است.  پیشرفت  روند  د ر  د ر کشورهای  انسان و حیوان 
است  کشورما  بومی  های  بیماری  از  یکی  بروسلوزیس 
)شفیعی و همکاران، 1391(. بروسلوزیس تظاهرات بالینی 
متنوعی د ارد )شن،2008 ; منچور ،2007( ویژگی های 
خاص بالینی، تشخیصی و د رمانی آن می تواند مشکلاتی 
د ر اد اره بیماران، برای پزشکان ایجاد نماید . این بیماری 
بیشترد ر مناطق مد یترانه)پاپاس و ممیش ،2013( از جمله 
هند )اسمیت و کادریس ،2005(، قسمت هایی از آمریکای 
و  است)پاپاس  شایع  امریکا  جنوب  مکزیک،  و  لاتین 
همکاران ،2006(.از طرفی شرایط جغرافیایی کشور ما و 
مساله نیاز به د امپروری و کشاورزی، کنترل این بیماری 
پور  و  نماید)د وگاهه  می  مواجه  مشکل  با  را  د ام  د ر 
معمولاً  باکتری  این  کلاسیک  تشخیص   .)1389، فرضی 
می شود.  انجام  کشت  و  سرولوژی  روش های  مبنای  بر 
نیازمند  پایین،  نسبتا  با حساسیت  وقتگیر،  تکنیک ها  این 
امکانات و همینطور تجربه کافی جهت تفسیر نتایج است. 
به  متعد د ی  مولکولی  روش های  گذشته،  د هه  چند  د ر 

 باکتری بروسلا عامل بیماری زایی  تب مالت است. تب مالت یکی از 
مهمترین بیماری های مشترک میان انسان و د ام است. راه مهم  انتقال 

 این میکروارگانیسم مصرف مواد غذایی آلود ه است. 
نشانگان بالینی  آن متنوع و غیراختصاصی است. لذا تشخیص این 

بیماری نیازمند روش های سریع و د قیقی مانندPCR است.
هد ف از این بررسی، تشخیص همزمان بروسلا آبورتوس و بروسلا ملی 
تنسیس در نمونه های سرم به روش Duplex PCR  و سنجش آن با روش 

معمولی رزبنگال است.
روش کار: شمار100 نمونه سرم از آزمایشگاه دامپزشکی جمع آوری 
Mono� استخراج شد. تست های DNG-plus آنها به روش DNA  و

 Duplex بروسلا آبورتوس و ملی تنسیس و سپس  plex PCR

PCR هر دو عامل بهینه شد. حد تشخیص و ویژگی بررسی و 

بر روی نمونه ها تست Duplex PCR انجام و محصول PCR به 
روش T/A cloning  در پلاسمید PTZ57R کلون گردید.

 محصول 733و 494 جفت بازی از بروسلا آبورتوس و بروسلا ملی 
تنسیس در ژل آگارز مشاهد ه شد. حد تشخیص تست های مونوپلکس 
برای هر دو عامل  DNA/Reaction100  محاسبه شد. از 100 نمونه مورد 
 Duplex PCR بررسی، 40 نمونه رزبنگال مثبت بود که 35 نمونه توسط

مثبت شد، 31 نمونه بروسلا آبورتوس و4 نمونه بروسلا ملی تنسیس 
 Duplex PCR تعیین شد و از 60 نمونه رزبنگال منفی، 20 نمونه توسط
مثبت و از این تعد اد، 17 نمونه بروسلا آبورتوس و 3 نمونه بروسلا ملی 

تنسیس شد.
نتیجه گیری: تعد اد نمونه های مثبت به روش Duplex PCR بیشتر 

از تست رزبنگال مشاهد ه شد و می توان گفت Duplex PCR روش 
مطمئن و د قیق تری جهت بررسی نمونه ها است.

انسان  بین  مشترک  باکتریایی  بیماری  یک  بروسلوزیس 
ایجاد  بروسلا  های  گونه  با  که  است،  مختلف  حیوانات  و 
می شود. اگرچه این بیماری به ندرت کشنده است )فرانکو و 
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مقایسه روش Duplex-PCR و رزبنگال د ر 
تشخیص بروسلا آبورتوس  و بروسلا  ملیتنسیس
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)جد ول 1( ذکر شد ه است )میرنژاد ،2012( .
این پرایمر ها نشان د اد که  بررسی نرم افزار مولکولی 
سکانس های انتخاب شد ه از هر ژن، توالی مناسبی برای 
 شناسایی  بروسلا آبورتوس  وبروسلا ملی تنسیس است. 
غلظت    ،PCRتکنیک کرد ن  بهینه  جهت  روش  این  د ر 
وحجم مناسب اجزای مورد نیاز این متد بررسی و ارزیابی 
شد که د ر نهایت مقاد یر مورد نیاز د ر یک تست PCR د ر 
حجم 25 میکرولیتر به د ست آمد. همچنین پروفایل د مایی 
د مای  جهت  از  مخصوصا  گراد یانت   روش  طریق  از 
ای   د رجه   10 محد ود ه  با  د مایی  بازه  یک  د ر  انلینگ، 

جهت هر د و تست مونوپلکس بروسلا بررسی شد. 

 PCR کلونینگ محصول
از  استفاد ه  با   PCR محصول  خالص سازی،  از  بعد 
 T/A cloning (Thermo Scientific K1213) کیت
به  حاصل  پلاسمید های  شد.  کلون   pTZ57R وکتور  و 

روش لیز قلیایی استخراج شد. 

PCR تعیین حساسیت تست
بروسلا  استخراجی   DNA از  استفاد ه  با  منظور،  بد ین 
با  آن  غلظت  میزان  تنسیس،که  ملی  بروسلا  و  آبورتوس 
شد.  استفاده  بود،  شده  گرفته  اند ازه  نانود راپ  د ستگاه 
فرمول  طریق  از  نمونه  میکرولیتر  هر  د ر  ژنوم  تعد اد 
شد.  محاسبه   Genome Copy Number )GCN(
با غلظت مشخص سریال های رقتی  DNA مورد نظر  از 
میزان 90  میکروتیوب  د ر 7  که  ترتیب  این  به  تهیه شد. 
میکرولیتر آب د وبار تقطیر وارد کرد یم. سپس به لوله اول 
10 میکرولیتر از DNA استخراج شد ه اضافه کرد یم. د ر 
مرحله بعد 10 میکرولیتر از لوله اول برد اشت نمود ه و به 
لوله د وم منتقل نمود یم. به همین ترتیب اد امه د اد یم و 

رقت های سریالی از نمونه را بدست آورد یم .

نوکلئیک  اسید های  توالی  تکثیر  مبنای  بر  روش های  ویژه 
شناسایی  امکان  که  یافته اند  توسعه  پاتوژن ها  اختصاصی 
بسیار   اختصاصیت  و  با حساسیت  میکروارگانیسم ها  سریع 
از  یکی  اند.  ساخته  مهیا  را  سنتی  روش های  به  نسبت  بالا 
مهمترین این روش ها تکنیک PCR است)ورنت، 2004(. با 
توجه به اهمیت تشخیص سریع و د قیق بروسلا آبورتوس 
بیماران مبتلا به بروسلوزیس به  و بروسلا ملی تنسیس د ر 
ثانویه  عوارض  بروز  از  و جلوگیری  به موقع  د رمان  منظور 
لزوم  بودن روش کشت،  گیر  به وقت  توجه  با  و همچنین 
کم هزینه،  حال  عین  د ر  آسان  حساس،  سریع،  متد ی 
اختصاصی ود ر د سترس ضروری است. د راین پژوهش از 
روش Duplex-PCR با استفاد ه از پرایمرهای اختصاصی 
به منظور شناسایی بروسلا آبورتوس و بروسلا ملی تنسیس 
نمود ن  اپتیمایز  مطالعه  این  از  هد ف  است.  شد ه  استفاد ه 
بروسلا  زمان  هم  تشخیص  جهت   Duplex-PCR تست 
آبورتوس و بروسلا ملی تنسیس و مقایسه نتایج آن با تست 

رزبنگال است.

مواد و روش ها 
استخراج DNA از سویه استاند ارد بروسلا آبورتوس 

و بروسلا ملی تنسیس: 
تشخیص  جهت   PCR تست  نمود ن  بهینه  منظور  به 
به  آبورتوس  بروسلا  استاندارد  های  سویه  مذکور،  د وگونه 
شماره  به  تنسیس  ملی  بروسلا  و   )ATCC23448( شماره 
 DNG-Plus  با استفاده از کیت DNA تهیه و )ATCC23457(

شرکت سیناکلون (DN8117C)استخراج شد. 
استفاد ه  مورد  پرایمرهای   :PCR تست  نمود ن  بهینه 
و  میرنژاد   مقاله  از   مطالعه  این  در   PCR آزمون  جهت 
همکاران در سال 2012 استفاد ه شد که مشخصات آنها د ر 
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شکل 1 : آزمون PCR بهینه شده جهت تشخیص بروسلا آبورتوس و 
بروسلا ملی تنسیس

100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific) مارکر : M

1 : بروسلا ملی تنسیس ، 2 : بروسلا آبورتوس ، 3 :  کنترل منفی

:PCR  تعیین حساسیت تست
از  متوالی  های  رقت  تهیه  با   PCR حساسیت  تست   
انجام  تنسیس  ملی  بروسلا  و  آبورتوس  بروسلا   DNA
با  که  داد  نشان   PCR تست  نتایج حساسیت  که  گرفت 
وجود فقط 100 کپی از DNA، تکثیر انجام میگیرد و در 
تیترهای کمتر از 100 کپی از  DNA باندی مشاهده نشد 

که نشان از حساسیت بالای تست است.

 :PCRتعیین ویژگی تست
بهینه   PCR آزمون  که  د اد ند  نشان  ها  بررسی  نتایج 
است،  برخورد ار  بالایی  بسیار  اختصاصیت  از  شد ه 
و  آبورتوس  بروسلا  باکتری   DNA با  فقط  بطوری که 
بروسلا ملی تنسیس واکنش نشان می د اد و با DNA سایر 
میکروارگانیسم های مورد مطالعه هیچ واکنشی د ید ه نشد.
انجام تست رزبنگال: از تعد اد 100 نمونه سرم مورد 

سپس بر روی همه رقت ها به همراه کنترل مثبت و منفی 
تست PCR گذاشته شد. 

PCR  تعیین ویژگی تست
د ر  بهینه شد ه   PCRآزمون اختصاصیت  برای تعیین 
باکتری های   DNA آبورتوس،  و  تنسیس  ملی  بروسلا 
اشریشیاکلی، لیستریا مونوسایتوژنز، سودوموناس آئروژنوزا، 
سالمونلا  پنوموفیلا،  لژیونلا  اورئوس،  استافیلوکوکوس 
تیفی موریوم و استرپتوکوکوس پیوژنز را بااستفاد ه از کیت      
استخراج   )DN8117C(سیناکلون شرکت   DNG–plus
کرد ه و آزمون PCR بهینه شد ه را به همراه نمونه کنترل مثبت 

و منفی مورد ارزیابی قرار  دیم.

جمع آوری نمونه
های  گوسفند  میکروتیوب  و  گاو  سرم  100نمونه  تعد اد 
استریل از آزمایشگاه د امپزشکی واقع د ر شهریار، جمع آوری 
 DNA و د ر شرایط سرد به آزمایشگاه منتقل شد. استخراج
 DNG-Plus تجاری  کیت  کمک  با  سرم   های  ازنمونه 

شرکت سیناکلون صورت گرفت.

تست رزبنگال
جهت انجام تست رزبنگال 1 قطره سرم به همراه 1 قطره 
آنتی ژن رزبنگال را بر روی اسلاید شیشه ای قرار د اد ه و به کمک 
سر سمپلر آنها را یکنواخت و به مد ت 4 د قیقه بر روی روتاتور 

قرار می د هیم سپس نتایج آگلوتیناسیون را گزارش می کنیم.

یافته ها 
:PCR بهینه نمودن تست

و  آبورتوس  بروسلا  برای   anneling مرحله  د مای    
بروسلا ملی تنسیس، 66 درجه سانتی گراد به مد ت 30 ثانیه 
بد ست آمد. پس از بهینه کرد ن تست PCR از جهت اجزای 
اختصاصی  های  پرایمر  از  استفاد ه  با  حرارتی  پروفایل  و 
بروسلا آبورتوس و بروسلا ملی تنسیس، طبق برنامه حرارتی 
 DNA و  شد  اجرا  آنها  مورد  د ر   PCR د ور  یک  مناسب، 
سویه استاند ارد د ر کنار نمونه کنترل منفی و د ر کنار سایز 
گرفت.  قرار  ارزیابی  مورد   ٪1/5 آگارز  ژل  روی  بر  مارکر 
از  حاصل  اختصاصی  باند   ،PCR محصول  الکتروفورز  در 
تنسیس(و  ملی  )بروسلا   733 نظر که  مورد  های  آمپلیکون 
494)بروسلا آبورتوس( جفت باز طول د اشتند، قابل رویت 

بود)شکل 1(.
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گونـه هـای مختلفی از حیوانات را مبتلا ساخته و یکی از 
عوامل مهم سقط جنین د ر گوسفند و بـز است. بروسلوز یکی 
از مهمترین بیماری های زئونوز به شمار آمد ه و د ر اغلب 
کشورها از جمله کشورهای منطقـه مد یترانـه و خاورمیانـه 

مانند ایـران شـایع است)کاستروسی و سیلی، 1991(.
بیشتر نمونه های سقط جنین گوسفند و بز د ر ماه آخر 
بیماری های  آبستنی روی می د هد، که علت آن معمولا 
عفونی نظیـر بروسلوز، کمپیلوباکتریوز، توکسوپلاسموز، 
کلامید یوز و تب کیو است)الد ومی و همکاران،2009(.
خسارات اقتصاد ی بروسلوز عموما به علت سقط جنین، 
جفت ماند گی و به میزان کمتری تورم بیضه و اپید ید یم 
همچنین  است.  مفاصل  تورم  و  جنسی  ضمیمه  غد د  و 
ممکن است گاهی به د نبال متریت حاد و د ر اثر جفت 
ماند گی حیوان تلف شود )راد وستیتس و گای ، 2007(. 
راه  از  و  بود ه  معروف  مالت  تب  به  انسان  در  بیماری 
مصرف شیر خام و فرآورد ه های غیر پاستوریزه آنها و یا 
تماس با ترشحات د ام آلود ه بعد از سقط جنین به انسان 

منتقل می شـود. )خوراسگانی و همکاران ، 2008(. 
تشخیص  جهت   ،2006 سال  در  همکاران  و  اولری 
بروسلا آبورتوس د ر خون، شیر و بافت لنفاوی گاوهای 
با نتایج سرولوژی مثبت از روش PCR استفاد ه کرد ند. 
و  سرولوژیک  های  روش  به  توان  می  را  بروسلوزیس 
می توان   PCR روش  به  د اد.  تشخیص  باکتریولوژیک 
ژنتیکی عناصر  جمله  از  بروسلا  ژنوم  مختلف  نواحی 
 16S rRNA و KD 31 پروتئین غشای خارجی ،IS711

را تکثیر و بهینه کرد. د ر این تحقیق بروسلا آبورتوس از 
نمونه های خون جمع آوری شد ه از گاو های آلود ه به 
روش PCR معمولی و  Real-Time PCR  جد اسازی 
نشد. اما بروسلا د ر  نمونه های شیر آلود ه )کشت مثبت( 
و   ٪75 حلقی  )پشت  لنفاوی  های  نمونه  د ر  و   ٪44
پستانی 66٪ ( شناسایی شد. د ر این صورت تفاوتی میان 
روش های باکتریولوژیک و PCR مشاهد ه نشد)اولری و 

همکاران ، 2006(.
به  اقد ام   PCR تکنیک  وسیله  به  همکاران  و  میاشیرو 
نمود ند.  پنیر  نمونه های  د ر  آبورتوس  بروسلا  شناسایی 
آنها از پرایمر های B5، B4 استفاد ه نمود ند و محصول 
PCR تکثیر یافته به وسیله این پرایمر ها 223 جفت باز 

اند ازه د اشت. از 192 نمونه مورد بررسی د ر این مطالعه 

بررسی،40 ٪  از کل سرم ها به جهت وجود بروسلا  توسط 
تست رزبنگال مثبت و 60 ٪ منفی شد ند.

نمونه های  روی  بر   Duplex-PCR تست  انجام 
DNG- ی 100 نمونه مورد مطالعه به روش DNA :سرمی

آنها  روی  بر   Duplex-PCR تست  شد و  استخراج   Plus
قطعی  مثبت  نتیجه   )٪55( نمونه   55 تعد اد  گرفت.  انجام 
نشان د اد ند که از این تعد اد 48 مورد بروسلا آبورتوس و 7 

مورد بروسلا ملی تنسیس اعلام شد )شکل 2و3(

شکل 2:  تشخیص Duplex PCR بروسلا آبورتوس و بروسلا ملی تنسیس بر 
روی تعدادی از نمونه ها

C- :کنترل منفی، C+: کنترل مثبت،  M :مارکر 
DNA Ladder (Thermo Scientific) 100 bp

2-4 ، 6  : نمونه های مثبت بروسلا آبورتوس  1 ، 5، 7 نمونه های منفی 
بروسلا آبورتوس

شکل 3 : تشخیص Duplex PCR بروسلا آبورتوس و بروسلا ملی تنسیس بر 
روی تعدادی از نمونه ها

 100 bp DNA Ladder مارکر  :M   ،کنترل مثبت :+C       کنترل منفی  : -C
(Thermo Scientific)

1-3، 6  نمونه های مثبت بروسلا ملی تنسیس            
 4 ، 5 ،7 نمونه های منفی بروسلا ملی تنسیس

بحث و نتیجه گیری
توسط  که  است  باکتریایی  عفونی  بیماری  یک  بروسلوز 
میکروارگانیسمی از جنس بروسلا ایجاد می شـود. ایـن بـاکتری 
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نتایج  شد  استفاد ه  بروسلوزیس   Qتب تشخیص  برای 
روش  توسط  که  مورد   7 تنها  با  که  است  آن  از  حاکی 
های سرولوژی مثبت شد این بیماری مشکل عمد ه برای 
انسان د ر این منطقه محسوب نمی شود. از طرفی بروسلا 
آبورتوس از 3 نمونه گاو جد ا شد )آناد ین و همکاران، 

.)2013
تشخیص  روی  بر  مصر  ،در  همکاران  و  وارث  جمال 
DNA  بروسلا آبورتوس د ر نمونه سرم بز و گوسفند ان 
سقط شد ه با روش  Real Time PCR  کار کرد ند. د ر این 
مطالعه بر روی 25 حیوان)10 گاو، 5 بوفالو، 9بز، 1 میش(  
که به صورت خود به خودی سقط شد ه اند کارشد. جهت 
استخراج DNA  از کیت آلمانی DNA HP  استفاد ه شد. 
DNA بروسلا آبورتوس د ر سرم بز و گوسفند که اخیرا 
سقط شد ه اند به روش RT-PCR تشخیص د اد ه شد .در 
تنسیس  آبورتوس و بروسلا ملی  تحقیق حاضر  بروسلا 
از 100نمونه سرم های گاو و گوسفند جد اسازی شد و 
 DNG-Plus ایرانی از کیت   DNA به منظور جد اسازی
استفاد ه شد که از نظر هزینه به صرفه تر بود ه و د سترسی 
به آن آسان تر است، از طرفی د ر RT-PCRمد ت زمان 
انجام تست طولانی تر شد ه و د ستگاه های مورد استفاد ه 
روش  رو  ازین  و  است  هزینه  پر  بسیار  تکنیک  این  د ر 
مولکولی PCR بیشتر مورد استقبال قرار گرفته است. لازم 
به ذکر است تعد اد100 نمونه انتخابی د ر مطالعه فعلی، د ر 
آزمون های آماری جز سختگیرانه ترین تعد اد نمونه است) 

جمال وارث و همکاران  2015(.
رسم  نمودارهای  و  شده  انجام  محاسبات  به  استناد  با 
  Duplex PCR شد ه می توان عنوان کرد که نتایج تست
در  و  بوده  تر  د قیق  رزبنگال  تست  به  نسبت  مراتب  به 
منفی  مثبت و  نتایج  نتایج حاصل تست رزبنگال شاهد  
رزبنگال  نمونه   40 میان  از  که  طوری  به  بودیم  کاذب 
مثبت، 5 نمونه توسط تست Duplex PCR رد شد که 
از  و  است  رزبنگال  ٪ تست   12/5 د هند ه خطای  نشان 
Du� 60 نمونه رزبنگال منفی ،20 نمونه توسط تست  میان
plex PCR   تایید شد ند  که نشان د هند ه خطای 33 ٪  

تست رزبنگال است.
نتایج این تحقیق حاکی از آن است که تست رزبنگال 
یکی از آزمایشات مقد ماتی بسیار با ارزش بود ه و بیشتر، 
کنترل  های  برنامه  در  اولیه  تشخیص  جهت  روش  این 

 ٪19/27 که  حالی  در  بود ند  منفی  کشت  های  نمونه  کلیه 
نمونه های  PCR مثبت بود ند )میاشیرو و همکاران، 2007(.
روش  از  همکارانش،  و  سانجای  کومار  آقای 
همزمان  جد اسازی  و  تشخیص  جهت    Multiplex PCR
بروسلا سوئیس، بروسلا آبورتوس و بروسلا ملی تنسیس د ر 
نمونه های استاند ارد کشت د اد ه شد ه استفاد ه کرد ند. آنها 
بریکر و همکارانش د ر  استفاد ه کرد ند که  پرایمر هایی  از 
سال 1994 برای جد اسازی گونه های بروسلا طراحی کرد ه 
بود ند )بریکر و هالینگ، 1994(. با استفاد ه از این روش و 
د ر  بروسلا  به شناسایی 3 گونه  موفق  واکنش،  د ریک  تنها 
مد ت زمان کمتر از 2 ساعت شد ند. آنها د ر ارزیابی کارایی 
کشت  خون  نمونه  از8  بالینی،  های  نمونه  د ر  فوق  روش 
اعلام  و  کرد ند  استفاد ه  تنسیس  ملی  بروسلا  نظر  از  مثبت 
شناسایی  جهت  نیز    Multiplex PCR روش  که  کرد ند 
نظیر  بالینی  نمونه های  د ر  بروسلا  زای  بیماری  گونه های 

خون نیز کاربرد د اشته باشد)سانجای و همکاران ، 2011(.
جنس  اختصاصی  پرایمر  جفت  د و  همکاران،  و  کچاگیا 
بروسلا را در روش PCR برای تشخیص بروسلوزیس د ر 
78 نمونه خون کامل به کار گرفتند. پرایمر های مورد مطالعه 
توسط آنها را B4-B5 )که ژن کد کننده پروتئین ایمونوژنی 
غشایی ویژه جنس بروسلا به نام پروتئین BCSP31 را تکثیر 
می کرد(و  JPF/JPR )که ژن کد کننده پروتئین غشا خارجی به 
نام پروتئینOMP�2 را تکثیر می کرد( تشکیل مید اد محققان 
موفق شد ند که DNA  مربوط به جنس بروسلا را د ر 4 ٪ 
کل افراد )3 مورد از 78 مورد(شناسایی کنند که البته همه آنها 
د ارای اختلالات روانی بود ند. د ر نهایت برای تایید نهایی 
محصولات مثبت PCR، توالی یابی شد ند که نشان می د اد 
99/9 ٪ شباهت با DNA بروسلا ملی تنسیس بود. بنابراین 
آنها ظهور علائم روانی مخصوصا افسرد گی را د ر ساکنین 
مناطق اند می بروسلوزیس زنگ خطری د انشتند که می تواند 
شک به بروسلوزیس مزمن را د ر این نواحی افزایش د هد 

)کچاگیا و همکاران ، 2011(
آنا د ین و همکاران،د ر منطقه توگو نمونه ها را به صورت 
کاملا تصاد فی از میان 25 روستا که شامل 683 نفر ، 596 
راس گاو، 465 گوسفند و 221 بز بود، انتخاب کرد ند.علاوه 
نیز مورد  بورکینافاسو  از  تعد اد 464 گاو صحراگرد  این  بر 
بررسی قرار گرفتند. آنالیز های سرولوژی به روش رز بنگال 
و الایزا برای بروسلوزیس و الایزا و روش ایمونوفلوئورسنس 
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برد ه  به کار  غربالی  تست  عنوان  به  بروسلوز  کنی  ریشه  و 
می شود که قبل از انجام سایر آزمایشات سرولوژیک قابل 
پد ید ه  بروز  احتمال  به علت  می شود  توصیه  است.  اجرا 
تمامی  آزمایش  کاذب،  منفی  پاسخ  مشاهد ه  و  پروزون 
نمونه های سرم با روش لوله ای انجام شود. هم چنین فاز 
رشد باکتری می توا ند واکنش های منفی کاذب ایجاد کند. از 
آنجا که ممکن است آنتی بادی های )آگلوتینین( موجود در 
سرم فرد تست شوند ه د ر اثر عفونت های باکتریایی د یگری 
غیر از باکتری بروسلا تولید شد ه باشند، باید د قت کرد که 
است  ممکن  تست  شد ن  مثبت  و  آگلوتیناسیون  بروز  این 
ناشی از باکتری بروسلا نباشد از این جهت حتما تست مثبت 
رزبنگال نیاز د ارد که با تست های اختصاصی تر مورد تایید 
قرار گیرد. روش های مولکولی چند ین سال است که بطور 
بیماری های عفونی مورد  مولد  د ر تشخیص عوامل  جد ی 
استفاد ه قرار گرفته است و جوامع متعد د علمی د ر خارج 
جمله  از  روش ها  این  مزایای  به  توجه  با  کشور  د اخل  و 
سرعت، هزینه، د قت و صرفه جویی در زمان از آن استفاد ه 
می کنند و بیشتر مطالعات د قیق خود را بر پایه این روش ها 
حاضر،  حال  د ر  ملکولی  های  روش  اند.  ساخته  متمرکز 
روشی معتبر و پذیرفته شد ه به عنوان روش استاند ارد شد ه 
هستند. د رنهایت می توان گفت که روش Duplex PCR که 
د ر این مطالعه جهت تشخیص بروسلا آبورتوس و بروسلا 
به  ایمن تری  استفاد ه شد، روش مطمئن تر و  ملی تنسیس 
رزبنگال  تست  به  نسبت  بیشتر  مثبت  نتایج  د اشتن  د لیل 
دقیق  و  سریع  تشخیص  در  تکنیک  این  از  ومی توان  بود ه 

بروسلوزیس استفاد ه کرد.

تقد یر و تشکر
بد ین وسیله کمال تشکر و قد رد انی خود را از کمک های 
پرسنل  و  فناور  ژن  ایرانیان  بنیان  د انش  موسسه  بی شائبه 

محترم این موسسه ابراز می نمایم.
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